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© Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien 

Vorfahrcn zur Reinigung, Stabilisicrung odor/und Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, 
dadurch gekennzeichnct, dafj man einor Nukleinsauren 
ontholtondon Probo aus biolocjischon Matcrialion oino 
Adsorptionsmatrix zusctzt, dio derart bescneffon ist, daft 
sio Verunroinigungon, die zur Schadtgung von Nukloin 
sauron fiihren odcr/und dio Durchfuhrung enr/matischcr 
Reaktionen verhindem oder/und enzymatische Reaktio 
nnn hemmen, hindon kann, unri anschlieGend dio Nuklo- 
insaurnn gogcbcncnfalls von gebundnnen Vcrunrcini- 
gungon abtronnt. 
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Beschreihung 

Die vorlicgcndc Krfindung bctrifli ein Vcrlahrcn zur Stahilisicrur.g, Rciuigung odcr/und IsoUcruag von Nuklcinsaurcn 
aus biologisehen Matcrialicn durch Enticrnung von Verunreinigungen, z. B. von Nuklcinsaurcn schiidigenden und enzy- 
.*» matische Rcakiioncn hemmenden Substanzcn. Dieses Verfahren isi insbesonderc zur Analyse, zum Nachweis odcr zur 
Tsolierung von Nukleinsauren in Stuhlproben geeigner. Weilcrhin wird ein fur die DurchfJhrung des erfindungsgerniiBen 
Vcrfuhrens gecigrie4.es Rcu^cnzicnkii o fie nb art. 

Zahlrcichc Beispielc aus verschicdcncn Forschungsbereichen belegen die Bcdeulung dcr Analyse von Nukleinsiiurcn 
aus biologisehen Matcrialico, die mi: Substauzcn vcrunrcinigt sind. wclchc NukJcinsaurun wiilircnd dcr Lagcrurig scba- 

10 digen und cine enzynuatische Manipulation dcr Nuklcinsaurcn, z. B. durch AjiipLilikauoc hemmcn. Dabcx ist cs fur die 
Rrauchbarkeit der in den hiologischcn Matcrialien enthallenen Nukleinsauren fiir weiiere Analysen wichljg, daB diesc 
Substanzen nur in schr nicdrigen Konzentrationen vorhanden sind oder ganzfich aus der Probe entfernt wertlcn. 

Hine besondcrc Bedeulung besilzl die Analyse- von Nukleinsauren aus fakalen Proben. Die iiicdizinische Haupianwen- 
dung ist dcr Nachwcis rumorspczifischcr Vcrandcrungcn von nuklcarcr DNA aus Stuhl, die als Parameter bci dcr l-'riih- 

15 diagnose von U\jmorcn des Vcrdauunpstrakts dicnen konncn. 

Fine Melhode /.ur Isolierung von Nukleinsauren aus Sluhl win! in WO 93/20235 olTenbarl. Diese Melhode ergihl je- 
cloch nur gcringe Ausbeuten iin Nukleinsauren. Weilcrhin wcrt!c:i DNA-schadigendc txler/unii PCR-heTiunendr Suhslar- 
zen rucht abgctrconL Dalicr kann die isolicrtc DNA nicht ubcr liinpcrc Zeit gclagcrt werden und cine Ampbtikation zur 
Vcnnclirung spczitischcr, zu analysicrender (icnabschnittc d;c>cr DNA hefert kcinc rcproduzacrbarcii Urgcbnissc. liin 

20 besonders schwcrwicgcndcr Nachtcil des bekannten Vcrfahrcns bestcht darin, daii bci dcr IXJR-Ampufiication kcinc in- 
taktcn DNA-I 'ragmcntc nut cinhcitlichcr Scqucnz cntsiehcn, die fur cine weitexe Analyse oo:wendig sind. Urn dicsc zu 
crhalict:. Ul cine aufwendige Klonicrung der -<iw.pl i li/.jenen ( ienabschnii le tkh wendig. Noch fin wcilercr N;;c:hfeil des 
Verfahrens des Slandcs der Tcelinik heslehl darin, ikili die stark gesundhci l ssehiidigenden Losungsmillel Pheni>l unci 
( .'nlorolorrn verwendet werden niusseu. 

25 H:nc dcr vorlicgcnden Krfindung zugrundc licgenden Aulgabe war somit die Bcrcitstcllung cincs Vcrfahrcns, nut dem 
Nuklcinsaurcn in biologisehen Matenalicn gegen Abbau stabihsiert und bei dem die enz.ymausche Manipulation von 
Nukleinsauren hernmende Substanzen ahgetrennt werden konnen. Tnsbesondere soli ein Vfcrfahnen bereitgestel It werden, 
d.e, eLrie zuverlassige I.solierung von DNA aus fakalen Proben cnuoglicbl. 

Diese Aufgabe wird gelusl dureh ein Verfahren zur Reinigung, Suibilisierung oder/und Isoliexung vod Nukleinsuurca 

10 aus biologisehen Matcrialicn, Welches dadurch gckcnnzcichnct isU dati man cincr Nuklcinsaurcn eatlialtcndcn Probe aus 
biologisehen Matcrialicn cine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Vcrunruinigungcn zuscLzt und anschliclicnd die Nu- 
klcinsaurcn gegebencnfalls von gebundenen Verunreinigungen abtrennt. 

Durch das crfindungsgemaBe Verfahren kann die Brauchbarkeit von aus biologisehen MaT«rialien isolierten Nuklein- 
sauren, ins be sonde re DNA, deudich verbessen werden. Weiierhin werden durch den Zusulz der AcUorpUonsmau-ix so- 

35 wohl Nukleiruiiiuren sehadigendc als au^h die cczymauschc ManipulaLion bcuunende Substanzrn wcilgchend abge- 
trcruit. Die durch das crfindungsgcmaBc Vcrlahrcn stabilisicrtcn Nuklcinsaurcn konncn dahcr ubcr langcrc Zcit gclagcrt 
werden. Darubcr hinaus werden bci eincr AmplirLkation dcr durch Zusatz cincr Adsorptionsraatrix bchandcltcn Nuklcin- 
skuren, /.. B. duneh PCJR, reprodu/.ierburc Hrgebnissc erhaJlen. Diese Reprtxlu/ierbarkeil isi essenliell fur die Ausxage- 
kmft tier erhallencn Rrgehnisse bci der Nukk-insiiuru- Analyse. Die tiobe Qualiliil der (lurch da.s crftndungsgeniaBc Vfcr- 

40 fahren gcreinigLcr Nukleinsa uren zeigl sich bei spiels weise darin, daB sie direkl durch Sequenzierung oder Helertxluplex- 
analyse unLersucht werden konnen. Eine Klonierung isi nichl notwendig. AuBerdem mussen bcim erfindungsgeinaBcn 
Verfahren kcinc gesundhcitssehadigenden Ldsungsmittcl cingesctzt werden. 

l>ic bcim crtindungsgematicn Vcrfarircn verwendetc Ad sorptions matrix ist dcrart beschaffen, daB sic Verunreinigun- 
gen, die /.ur Schadigung von Nukleinsiiumi fuhrvn (xler/untl die Durch fuhrung en/yiiial iseher Rraklionen verhindeni 

AS <xler/und en/.ymalisuhe Rtt^klionen heninien, wie elwa Ahbaupr<xlukte von Hiiinogloliin, /.. B. Bilirubin, txler/und (Jal- 
lcnsaurcn odcr Salze davon, binden kann. Vorzugswcisc verwendet ntan cine unloslichc Aclsorptionsinatrix, da in dicscm 
Pall cine Icichtcrc Abtrcnnung von dcr Probe moglich ist. 

Ciutc P.rgcbntsse werden mit einer Arlsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten oder/und Polypeptiden erhalLen. 
Bcvorzugt ist cine Adsorptionsrnatrix auf Basis vod Kohlenhydraten, z. B. cine Adsorpuonsmatrix, die Polysaccharide 

SO cut hall. Resonders hevor/.ugt verwendcl man eine AtLsorplionsTiialrix, die a- oder/und p-glykosidixch verkniipfle Koh- 
lenhydra'.e enlhaJl, a B. Sliirke, Cellulose. Deri vale von SLiirke und (Jt:l IuIosk oder Mischungcn davon. 

Am mcistcn bevorzugt ist die Vcrwcndung von Mchlcn, d. h. im wcscntlichcn cincr Mischung von ( 'cUulosc. Starke, 
Lipidcn und Salzcn odcr Bcsiandtcilcn daraus. Als gecignct haben sich bcispiclswcisc Mchlc aus (ictrcidc, Mais, Hrbscn, 
vSoja und KartofTeln oder Besiandleile damns bzw. Mischungcn davon, crwiesen. FUr einen Pachmann ist es selhstver- 
standlich, daB neben den genannten Mehlsorien ai:ch andcre Mehlsoncn bzw. Mischungcn von mchrenen Mehlsorten 
oder BesLandleilcn daraus cingesctzt werden konnen. Am meislen bevorzugl ist d:e Vcrwcndung von KurtofTeLinehl oder 
Bcsiundieilen daraus. 

Wcitcrhin bevorzugt ist die Vcrwcndung cincr Adsorptionsrnatrix aut'Kohlcnhydratbasis zusamincn mit loslichcn Bc- 
standtcilcn aus Mchlca, insbesonderc ous cincr odcr mdircrcn dcr obcngcnaruiten Mchlsortco. 

An Die Menge, in der die Adsorptionsrnatrix der biologisehen Probe zugeserzi wird, hangt im wesenttichen von der Be- 
schafTcnheit der Probe, d. h. der Menge an Verunreinigungen, ah. Gute Prgebnisse wurden erhalten, wenn man die Ad- 
sorpliorunnaLrix in einein Ciewicbu^anteil von 0,05 : 1 bis 1(X) : 1 beziiglich der Nukleinsiiuren enlhallenden Probe ver- 
wendel. Besonders bcvor/.ugl wird die Adsorptionsmalrix in einer Menge von 0,1 : 1 bis 10:1 zugeselzl. 

Die Nuklcinsaurcn cnthaltcndc Probe, die durch das crfindungsgcmaBc Verfahren stabilisicrt werden soli, stammt aus 

65 biologisehen Malrrialien, die Nuklcinsaurcn ahbauende bx.w. err/ymalische Reaklionen henmicnde Verunreinigungen 
enlhallen. Vor/.ugsweise staiTiinl die Nuklcinsaurcn enlhaliende Prol>e aus Fakalien. Sie kann jedoch auch bcispiclswcisc 
aus andcrcn Qucllcn, z. B. (Jcwcbcn jeder Art, Knochcnmark, humancn und ticriscben Korpcrflussigkcitcn wic Blut, Sc- 
rum, Hasina, Urin, Spcnna, (,'erebrospinainLissigkeil, Sputum und Abslrichcn, PHanzen, Pflanzenteilen und -cxuraklcn, 
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/.. B. -saHen, MikrtxjrganisTnen wit; Bakterien, fossil en Pmbcn, Bolcnprobtn, KlarscMarmri, Abwassern and T jebensTnit- 
leln sUTTiinen. Als Verrurircinigungen konnen beispielsweisc Abbauprodukle von Hiinioglobin <xler/und Gallensauren 
odcr Salzc davon, abcr auch acdcrc Artcn von Vcrunrcirjg.ung.cn cnthaltcn scin. 

Zur bcsscrcn Haodhabung dcs Vcrfahrcns hat cs sich als giinstig crwicscn, die l*robc aus biologiscbcn Matcrialicn vor 
dem Zusalz dcr Adsorptionsmairix in cincr Puficriosung aut'zunchmcn. Die Tnkuharicn dcr Probe mit der AcLsorpuons- 
malrix kann bei Raurr.ierr.peraujr crfolgen. Die Tnkubationsdauer kann in wcircn Bcrcicnen variiert werden. Nach der In 
kubaucn kann die AdsorptioDsmairix z. B, durch Zen 'ji fug a lion von dcr Probe abgcircnnl werden. 

Die Bchandlung nui der AdsorptionsicauHx fiihrt zu einer signilikanien Slabiliialserhdhung der in der Prvbe calhalle- 
nca Nuklcinsaurcn und bei cincr anschlicBcndcn Isolicrung dcr Nuklciiisaurcii zu cincr bcsscrcn Rcprcxluzicrbarkcil. 
Dies gilt insbesoodcrc. wenn sich an die I soliciting cine enzymatische Manipulation dcr Nuklciasaurcn, z. B. cine Am- 
plification oder/und cine Restrikiionsspaltung anschlieRL Hesonders hevorz.ugt wird die Amplification, /.. B. riarch PCJR 
( Po l\ni erase Chair. Reaciion), I XJR (I.igase Chain Reaction;, NASH A (Nucleic Acid Rase Specific Amplification) odcr 
3SR (Self S us Lain ed Sequence Replication) durchgefuhrL 

liin besonders bevorzugter Aspckt dcr vorlicgcndcn Lirfindung ist die Analyse, dcr Nachwcis odcr die Isolicrung von 
Nuklcinsaurcn, insbesondere DNA, aus Stuhlprobcn. Durch das crfindungsgcmaBc Vcrfahrcn sind saubcrc und amplifi- 
/.iLrrbare Nukleinsaurun aus fakaleii Pro ben erballlich, die yuiin Nachweis von Mutalionen, insbesondere von luinorspe/.i- 
fischen DNA-Mulaiio:ien verwendel werden konnen. 

Das crhndur.gsgcmaBc Vcrtahrcn besitzt groBc Bcdcutung fur die Tumordiagnostik, da cs den spcziliscb.cn Nachwcis 
nuklearcr eukaryouscber Nuklcinsaurcn in Gcgcnwart von Vcrunrcimgungcn und groBer Mengcn an baktcricllcn Nuklc- 
insaurcn crmoglichi, 

Durch Analyse von Stuhl-DNA untcr Anwcodung dcs crfindungsgcmaBen Vcrfahrcns konnen 'l\imorcn dcs Vcrdau- 
Lingslrakls, insbesondere Pankrvas- ixIlt DurTiiluTiioren, IriiluT i:nd genauer diagnnsli/.ien wer<len. Diese Diagnose t*r- 
I'olgl hcispk-lsweise durch Ur icrsuchurig von Onkogenen txier/und Tuinor-supprcssorgcnen auf lumorspe/.i fischc DNA- 
Mutuliunen. Da Zellen von 'i'uinoren dcs Vcrdauungslraktcs lauteod in den Sluhl abgeschilicrt werden, ist cine Dctcktion 
von tumorspczihschcn DNA-Muiationcn im Stuhl durch das crundungsgcinattc Vcrtahrcn mbglich. 

Im Gcgensalz zum einzigen. ausdem Stand derTechnik bekanntcn nicht-invasiven Routinetest auf kolomktale Tumo 
ren, dem Test auf okkulles Blut im Stuhl, ko:nnil es beint crnndungsgemaficn Verfahrvn nicht bzw. nur schr sclLen zu 
false h-posi liven Frgebnisscn. 

Daruber hinaus ennogliclu der Nachweis von Mulalionen id Genen, die schon im Adcnuuisladiun:, d. h. in einem sekr 
f ruhen Stadium dcr Tumorpnogicssion muUcrcn, cine dcutlich frdhcrc und spczifischcrc ]")iagnosc als dcr Stuhl-Hltitlcst. 
Als gecignclc Ob'iektc dcr Mutation sann I y sen konnen insbesondere das 'l'u mors upressorgen A K ! (Adenoniatosc Polypo- 
sis Coli) (Fearon und Vogelstcin (1990), Cell 61, 759-761) und das ras-Onkogen verwendet werden. Durch MuLations- 
analyscn dieser heiden Gene in DNA aus Stuhlproben konnen insbesondere Darmmrnoren, z. B. Dickdarmtumoren, und 
PankreastuiiioreD erfaJ3l werden. Neben dein APC'-CJen und den: ras-CJen konnen nalurlich auch wciicre luinorrelevanLe 
(iene fur die Krebsdiajrnose als Analyseobjekte dienen. 

liine wcitcrc wichtigc Anwcndung fur die crlindungsgcmaBc IsolicruDg vod DNA aus fakalcn Probcn sind zoobiolo- 
gische populationsgcnctischc, cvoluiionsgcncuschc und botanischc Studicn und Untcrsuchungcn von 'llcrcn und Pflan- 
/ct. Risher seheilern derarlige Unlcrsuehungen sehr hiinfig an dt;r SelLcnhcil einer 'Ilerarl unci <ler geringen Wahrsehein- 
lichkeil, die beLrefTenden Tiere an einein besiinunten On anzuireflen. Bei KennlniN des ungefiihren AufenLhalLsorlcs 
kann eine Analyse von zuruckgelasseneD Fakalieci durch das erfindungsgeuiaBe Verfahren wichlige Hinweise auf dcD 
VerwandlschafLsgrad der Here, auf zuruckgelegLe Wanderungswege oder auf die Nahrungsgewohnheiieji der Tiere lie- 
icni. libcaso konnen aus dcr Analyse fakaler Nuklcinsaurcn, z. U. durcb Nachwcis rrdkrobicller odcr \iralcr Nuklcinsau- 
rcn, wichtigc diagnostischc Intbrinationcn ubcr Inlcktioncu, z. B. baktcricllcr oder viralcr Art abgclciict werden. 

Hin weilttrrr Gtigenslarid dtrr vorliegenderi Frfiiuhnig isl ein Rcagen/.irnkil /ur Slabilisierung und Rtrinigung von Nu- 
k lt*insiiun*n inis biologiseheu \';i1t;ri;ilieii, umfassend: 

(a) cincn zur Aufnahmc cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe gecigDctcn Putter und 

(b) eine Adsorptionsmarrix 7ur Bindung von Vcrunreinigungen aus den biologischen Materialien, die dcrart be- 
scbalTcn ist, daJi sic VcruiirclnigUDgcn, die zur Schadigung von Nuklcinsaurcn fuhrcn odcr/und die Durchfuhrung 
en/vTiialischcr Rewklioncn verhindem oder/utul en/.y malisc he Reak lumen tietumen, binden kann. 

Vorzugswcisc cnlbalt das Rcagcnzicukil zusatzlichc Mittcl zur Rclnigung von Nuklcinsaurcn, die z. B. mincralischc 
odcr/und organischc Urager sowic gcgcbcncn falls Losungcn, Hilfsstoffc odcr/und Zubchor umfasscn. Mincralischc Bc- 
standteilc von Tragern konnen beispielsweise porose odcr nicht-porose Meinlloxide oder Metallmischoxide, z. B. Alu- 
miniumoxid, Tiundioxid odcr Zirkoniumdioxid, Silicagele, MateriaJien auf Basis von Clascm, z_ TJ. modifizierte oder 
nichl-modifizierle (ilaspariikel oder (jlasmerLt Quarz. Zeolilhe oder Mischungen von einer oder rnehrerer der obenge- 
nannlen SubsUnzen sein. AndererseiLs kann der Truger auch organischc BcsiandLeile enlhulien, die z. B. aus gegebenen- 
l'alls uiil funktioncllcn (Iruppcn moditizicrtcn LaicxpartikcLn. synibctischcn Polyrncrcn, wic ctwa Polycthylcn, Polypro- 
pylcn. Poly vinylidcnliuorid, insbesondere ultrahochraolekularciu Polycthylcn oder HD-Polyctrjylcn, odcr Mischuogcn 
von einer oder mehrcrcn der zuvor genannten Suhslanzen ausgcwiihlt werden. 

T>er Triigcr kann beispielsweise in Porm von Partikcln mit einer mittleren GrciRc von 0,1 um bis 1000 urn vorliegen. 
Bei Verwendung eines porosen Tragers isl eine milUere PorengroBe von 2 uin bis KKX) pm bevorzugl. Der Thiger kann 
beispielsweise in Form loser Scbuttungeu von Parlikeln, Fdlerschichten, z. B. aus Glus, Quarz oder Keruiiiik, Menibra- 
ncn, 7.. 11. Mcmbrancn, in denen cin Sibcagcl angeordnct ist, I ascrn odcr Gcwcben aus mincralischcn 'iVagcxn, wic ciwa 
Qtiar/. oder CJIaswolle sowic in Form von T.alices ixler Fril lenuiaierialien aus synihelischen Polymeren vorliegen. 

Wcilerhin kann das Reagen/.ienkit auch nexjh gecignele 7 xisungen, /.. B. Waschli">sungen <xier PuPTerhisungen sur Auf- 
nahinc dcr Probe cnihaltcn. Hin zur Aufoahmc cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe gccignctcr Puffer ist beispiels- 
weise ein Pullcrvyslciu aul' Basis vod IHs-HCH pH 8,5 9^, HDTA und g eg eb en en falls Nad. Hin besooders bevorzugter 
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PufTcr, insbesondirre viyt AufhahTiie von Sluhlpmhtrn, enlhalL 500 lnM Tris-TICI pH 9, 50 niM KDTA unci 10 TtiM NaCI. 

AuBcrdt-rn kann das erfindungsgcTiiaBc Reageny.icnkil auch HilfsslofVc wie T*n/.ynie ur.d itndere Millel /.ur Manipula- 
tion von Nukieinsauren cnthalicn, z. B. mindcstcns cincn A uipUiikations primer und zur AinpUUkation von NukicinsUu- 
rcn gecignctc Hnzymc, z. H. cine Nuklcinsaurcpolymcrasc odcr/und mindcstcns cine Rcsuiktionscndonuklcasc. 
•> T>ic Primer zur Amplihkarion von NuklcinsSurcn stainrncr. 7^vcckmaBigcrw'eisc aus den zu analysicrendcn (Jcncn. 
d. h. beispiclsweise aus Onkogenen odcr/und Turnorsuprcssorgencn. Zur Aniplifikaiion von Nukieinsauren geeignete 
En/y:r:e und Rcsu-iktionscndonuklcascc bind bckannl and kornnier/.iell erhiilllich. 

Wciicrhin soli die v or Uc^cn dc ErCmdung curch das nachfolgcndc BcLspic; erlauicn werden. 

io Bcispicl 

Analyse vo:i DN'A aus Siuhtproben 

lis wurdcr. rolgcnric Ad sorptions™ atrizen gctcstci: Iirunobilisicrtcs Rindcrscrum-Albumin (RSA), Cellulose, end Kar- 
is :otYcls:arkc (allc von Sigma, Mimchcn. Dli) und Kartotfclmchl (Ilonig, Postbus 45, 1540 AA Kcxig a/d Z3an, NL), bci 
drm t*s sich ini wesem lichen uni tint* unlosliche Mischung aus CVI I ulosr, Slarke, I.ipidcn und Sal/.en handeh. 

Vensclviche Sluhlpmhen wurden gcsajnriicl!, emgcfrorvn und bci -K0°C aurtK-wahri. 200 rug Sluhl wurden in tAK) pi 
NtuiiM^xscpullcr (SLP: .VlOmM Tns-HCi pH 9,0.50 inM KD'JA, 10 niM NaCI) bomogenisiert! Zu jewcils 1/4 des Ho- 
inogcnais wurdcr. 200 pi SLP mil HX) mg dcr jcwciligcn Adsorpbousiiiatri* gegeben. Die Mischuug wurdc heftig vcr- 
20 inischi und zwcimal bci 500 x g bzw. 13000 x g lilr jewcils 5 min zur Pritzipitauon von liaktcrica und andcrcr. Vcruorci- 
nicunccn /rniriiugicrt. Nach He hand lung des klaren Obcrs lands mit IVotcinasc K in eincr Kon7cntration von 2,5 mc/ml 
wurdi: die ON A t.'ilttr VVrwend.mg ciner DNA-Spinsiiulr (Qlagcu. Milder:. DH> gercinig:, die /ur ON A-Rcin igung sjus 
Blui und Gcwebc gecignct is). Die S;iuleniK-hidii:ig und WaschxcnnMc wurden wic voiii Herslclicr angegeben, durch gc- 
iuhrt. 

25 Die DNA wurdc dano aus dcr Spinsaulc in cincm Hndvolumcu von 150 ul dcstillicrtcn Wasscr cluierl und bis zur Vcr- 
wendung bei - 20°C aufbewahn. Die Ausheute an chmmosonialer DNA wurdc durch Messung dcr Absorption bei 
260 nrn bestimmL 

Alle Praparulioner. zcigien v crglcichbaie GesaiiU-DNA-Mcngen veil 15-20 pg. Auf cincm analyti^chcn Agaroscgcl 
warcn kcinc Uolcrscbicdc zwiscben der genomiscben DNA aus Praparalioncn iidl und obnc Ad^rplionsrnairix zu trrken- 
30 fieri. Durch Zugabc dcr Aclsorptionsmairix wurdc ai:ch Lcinc lirhohun^ in dcr Ausbcutc dcr cxtraliicrtcn chroinosomalcn 
DNA lcstgcstcllt. 

Zum Test dcr St-abilitat dcr isolierien Nukieinsauren wurdc die DNA nach einwochiger Autbcwahrung untcrsuchL Die 
Hrgehnissc sind in Tabelle 1 gczeigL Die srabilstcn DNA-Proben wurden nach Yerwcndung von XartofTeimchl als Ad- 

sorpiion-iiiiairix crhaJlcn. 

J5 l r ur die Ainplifizitrrurig durch JKH wurden 3 pi dcr gcrciniglcn chrouiosouiaJen DNA in cincm Gcsaiulvoluiuen von 

50 pi verwendet, das 10 m.M Tris-IICl pll S.3, 50 inM KC1, 1.5 niM/MgO-), 30 pA4 jewcils dA'JT* dC'iV. dG'lV und 

dm\ 400 iiM jedes Primers, 100 pg/ml Ri»A und 0,75 liinhcitcn 'laq-Polymcrasc (AGS, Heidelberg, Dli) cnthiclt. 

Zur Scnsiliviliilsbesscrung wurcLiii Ncsic^l-PCR-Mclh<xlcn (vgl. Jackson el al., in McPhcrson, N.J. Quirky P. 

Taylor, G.R. (Hrsg.), T*CR-A TVaclical Appn>ach, Ox foal University Press) unicr Vcrwcndung von BioUn-inarkicrU-n 
40 NcsLcd-Prinicm durchgefunn. Hint; PC7R von in AbwesenheiL ciner AdsorpLionsinaLrix gcrcinigien DNA-Probcn war 

vollsliiDdig blockierL Durch Zusalz von RSA, Cellulose oder KanofTclsiiirkc als AdsorpuonsmaLrix konnicn tcilwcisc re- 

produzicrbarc PCR-lirgcbnissc crhaltcn werden O v abcllc 1). 

Rcproduzicrbarc PC'R-lirgcbnissc in allcu zchn analysicncn Probe □ wurden bci Vcrwcndung von Kanoilclinchl als 

Adsciqitionsnialrix erhallcn. Die PGR-Fr^grncnlc warcn /ur Vcrwcndu-ig bL-i ths Hcier< KiupU*x;ni;dyse urul audi /.ur di- 
4-S n-klcn Sw]ucn/.it*rutig gt-t-igmti. Hier/.u crfolglt-. t-.in« Pniparalion von em/.t:lslr-,ingigt-.r DNA unicr Vcrwtnulung von 

Strcptnvidin-gekoppcltcn Magnctbcads (Dynal, Hamburg, Dli) gcmaO den Angabcn des Hcrstcllcrs. 



4 
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TATym J J 7 , 1 : Eigenschaflen von nukleiirer DNA aus Sluhl 



Matrix 


Verlust 1 


PCR b 




8C % 


0 


RSA 


60 % 


3 


Cellulose 


60 % 


4 


Kartoffelst^rke 


60 % 


4 


Kartof f elmehl 


< 5 % 


10 



a Dcr DNA-Verlust durch Abbau vrurde nach Aufbewahrung fur 1 Woche 
bei - 20°C durch an a 1 yt ische /^garonegelelekt rophorese und 
spektrophotometrische Analyse gemessen. 



b Es wurde eine PCR ven DNA aua zchn verschiedenen Stuhlproben 
durchgefuhrt . Es 1st die Anzahl von Proben angegeben, die durch 
PCR analysierbar waren. 



Paten Lanspriiche 

1. Vcrtahrcn zur Rcinigimg, Siabilisicrung odcr/ur.d Isolicrucg von Nukleinsauren -jus biologischcn Matcrialicn, 
dadurvh yekennzeichnet, daii man cincr Nukleinsauren cnthaltcodcn Probe aus biologischcn Matcrialico cincAd- 
sorpiionsmalrix y.uscl/.t, die ilcr<ir\ besehafTen isl, dali sic Vcrunreinigungen, <lic /.ur Sehadigung von Nukleinsauren 
fUhrun <xler/und die Durchfuhrung en/.yniaii seller Reaktionen verhindern <xier/und en/.ymali.schc Reaklionen hem- 
iricn. binden kunn, und anschlie3cnd die Nukleinsauren gegebenenfalls von gebundenen Verunreinigungcn ab- 
Irennl. 

2. Vcrtahrcn nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcichnct, dab man cine Adsorplioasmatrix aul Kohlcnhydratbasis 
zusctzt. 

3. Vtrfahren nat.h Anspruch 2, dadurch gekttim/jeiehnel , daB man tine Adsorplionsmalrix /usely.1, die a- oder/und 
p-glykosidisch vcrxniipflc Kolilenhydralt* enlJiiilL. 

4. Vcrtahrcn nach cincm dcr Anspruchc 1 3. dadurch gckcnnzcichnct, dali man cine Adsorptionsmatrix verwendet, 
die Starke, Cellulose odcr Mischungcn davon cntbalL 

5. Verfahren nach eincm dcr Anspruchc 1 -4. dadurch gekennzcichnet, daG man als Adsorptionsmatrix cin Mchl aus 
Cctrcidc, LLrbscn, Mais, Soja, Kartoficln odcr Bcstandtcilc daraus odcr Mischungcn davon verwendct. 

6. Verfahren nach Ansprueh 5, dadurch gekenn/jeichncl. daQ man KarlofTclruehl <xler TJeslandleile daraus verwen- 
dei. 

7. Vcrtahrcn nach cir.cm dcr Anspruchc 1 0, dadurch gckcnnzcichnct, dali man cine Adsorptions matrix aut Koh- 
lcnhydratbasis zusammcn mit loslichcn Bcstandtcilcn aus Mchlcn verwendct. 

8. Verfahren nach cinem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daR man die AdsorptionsmaTrix in einem 
Gcwichtsantcil von 0,05 : 1 his 100 : 1 be/.uglich der Nukleinsauren cnthaltendcn Probe zusctzt. 

y. Verfahren nach cincm dcr Anspruchc 1 8. dadurch gckennzcichnci, daJ3 die Nuklcmsaurca enihalicnde Probe 
aus Crcweben. Knochcamurk, Kdrpcrtlussigkeilen, Pflanzcn, Pnanzcnteilen und -cxiruklen, Mikroorganisiiien, fos- 
silcn Proben, Bodcnprobcn, Klarschlamm, Abwasscrn, 1-ak alien und Lcbcnsmittcln stammt. 

10. Verfahren nach eincm dcr Ansprucbe 1 9, dodureh gckcnnzcichnct, dab die Nukleinsauren cnthaltcodc Probe 
als Verunreinigungen Suhstanzen mit Nukleinsauren schadigender oder/und enzyrnatische Reaktionen hemmender 
Wirkung entha'lt. 

1 1 . Verfahreo nach einem der Anspruchc 1 10, dadurch gekennzeiehnel, dafl die Nukleinsiiurcn enlhaltende Probe 
als Verunreinigungen Abbauproduklc von Hainoglobin oder/und Gallem»uuren oder Salze davon enlhalt. 

12. Verfahren nach cincm der Anspruchc 1-11, dadurch gekcnnzcichnct, dali man die Probe aus biologischcn Ma- 
terialien vor dem Zusal/. der Adsorplionsmairix in einer PufTerlosung aufnimml. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeiehneL, <laB sich an die Txolierung eine en/.ymatixche Manipu- 
lation dcr Nukleinsauren anschliclit. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekcnnzeiehneu daJJ die cnzyiualischc Manipulation eine AtnplitikaLion 
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<xler/und cine ReslriktionsNpallung unifaBL. 

15. Vcrfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn/.eichnel, (LiB die Aniplifikajion (lurch T>CR (Polyitiera.sc Chain 
Reaction), LCR (Ligasc Chain Reaction). NASBA (Nucleic Acid Base Specific Amplification) odcr 3SR (Sell Su- 
stained Sequence Replication) crfolgL 

16. Vcrwendung eincs Verfahrcns nach einem dcr Anspriiche 1-15 zur Analyse, zurr, Nach wc is odcr 7ur I soli erung 
von Nukicinsauren aus Siuhlproben. 

17. Vcrwendung nach Anspruch 16 zuiu Nachwtns von DNA-Muiaiioncn. 

18. Vcrwendung nach Anspruch lo odcr 17 /.ur Analyse, zu:n Nachwcis odcr zur Isolicrung nuklcarer eukaryonti- 
schcr Nuklciosaurcn. 

19 Vcrwendung oacii Anspnich IS zur I>iagnostik von 'lumorcn des Vcrdauungstratts. insbesonderc vun Pau- 
knnns- oder Darmtumonen. 

20. Vcrwendung nach Anspruch 1 9. dadurch gckcnnzeichnei daK man Oncogene (xier/und TYirnorsiipprevsorgcnc 
untersuchL 

21. Vcrwendung nach Anspruch 18 zur Untcrsuchung von Ticrcn und l^auzcn. 

22. Vcrwendung nach Anspruch 16 zum Nachwcis raikrob teller odcr viralcr Nuklciosaurcn. 

23. Vcrwendung nach Anspruch 2.2 /ur Diagnoslik baklcriel Icr und viralcr Tnfckiionen. 

2-1. Reagen/ienki; /.ur Reinigung und .Slabi lixierung von Nukleinsuuren aus biologischtrn Maicrialier:. urn fassend: 

(a) cincn zur Autnahmc clncr Nuklciosaurcn cnihaltcndcn Probe gecignctcn Putter und 

(b) cine Acisorpiioiismauix, die dcrart bcschalVcn ist, daU sic Vcrunrcinigungcn, die zur Schadigung von Nu- 
klciosaurcn fUhrcn odcr/und die DurchfLHirung cnzymaiischcr Rcaktioncn verhindem odcr/und enzymatische 
Reaktioncn hemmen, bioden kann. 

2.5. Rcagcnziriikil nach Ansr>ruch 24. '/.usal/.Iich L;i:i r asscnd Milie! /.ur wriiccn Reinigung von Nukleinsiiuncn. 

26. Rcagen/ienkii nach Anspnich 25, dadurch gekenn/richr.ri, daB die Millcl /.ur weiiervn Reinigung von Nukle- 
iusai:ren iJiincralischc oder/uud organise he 1'oigcr sowie gegebcncntaLIs LGsungen, Iiilisstotie odcr/und Z.ubch6r 
umlasscD. 

27. Reagenzienkit nach Anspruch 26, dadurch gekennzcichnel, da8 der Tniger mineralische Bestandleile aus poro 
sen oder nicht-porbsen Metalloxiden oder Mctalimischoxiden, Silicagclcn, Maierialien auf Basis von Gliiscm oder 
Quarz, ZeoLilhen oder Mischungen da von enlhall. 

28. Reagenzienkil nach Anspruch 26, dadurch gekenn/xnchnel, da£ der Tniger organische Bestandleile aus gegebe- 
ncnfalls modifizicrtcm Latex, synthctischco Polymcrcn odcr Mischungcn davon cnthalt. 

29. Reagenzienkit nach cincra dcr Anspriiche 2d 2S, dadurch gckcnnzcichnct, dali dcr Trhgcr in Form von Parti- 
keln mit einer mittleren GroGe von 0, 1 um his 1 000 pm vorliegt. 

30. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch gekennzeichnet, daG der Trager Poren mit einer mirt- 
leren GroBe von 2 urn bis KXX) pin aufwcisL. 

31. Reagenzienkil nach einem dcr Anspriiche 26 29, dadurch gekennzeichnet, daJ3 der Trager in Fonn loser Schiil- 
tungen von Partikcln, Piltcrscbichtcn, Mcmbra.ncn, Gcwcbcn, l-'ascrn odcr ] ; rittc:i vorlicgl. 



